Re c e i v e d Oc t o b e r 9 , 2 0 1 3 )
o f f u n c t i o n s ( B r a u d e t a l . , 1 9 9 9 ) .
T h e MHC c l a s s I as u b u n i t c o n t a i n s t h r e e s t r u ct u r a l d o ma i n s , a 1 a n d a 2 d o ma i n s f o l d t o f o r m p e p t i d eb i n d i n g g r o o v e , wh e r e a s a 3 d o ma i n a s s o c i a t e s wi t h b 2mi c r o g l o b u l i n ( b 2 m) , f o r mi n g t h e me mb r a n e -p r o x i ma l r e g i o n o f t h e mo l e c u l e . b2 m i s a l i g h t c h a i n o f t h e MHC c l a s s I a n d n o t c o v a l e n t l y a t t a c h e d t o t h e c l a s s I h e a v y c h a i n ( HC) , b u t a s s o c i a t e s wi t h t h e h e a v y c h a i n t o s u p p o r t i n t r a c e l l u l a r t r a n s p o r t , p e p t i d e b i n d i n g , a n d c o n f o r ma t i o n a l s t a b i l i t y o f t h e c o mp l e x ( S o l h e i m, 1 9 9 9 ) . F u r t h e r , i t ma k e s c e r t a i n f o r c o r r e c t f o l d i n g a n d c e l l s u rf a c e d i s p l a y o f t h e MHC c l a s s I mo l e c u l e ( Ro s a e t a l . , 1 9 8 3 ; V i t i e l l o e t a l . , 1 9 9 0 ) .
MHC c l a s s I a n d b 2 m h a v e b e e n c l o n e d a n d mo l e c u l a r c h a r a c t e r i z e d f r o m j a we d v e r t e b r a t e s , f r o m ma mma l s t o c a r t i l a g i n o u s a n d b o n y f i s h . Re c e n t l y , s e v e r a l i mmu n e -r e l a t e d g e n e s h a v e b e e n i d e n t i f i e d , mo l e c u l a r a n d f u n c t i o n a l l y c h a r a c t e r i z e d ( Wh a n g e t a l . , 2 0 1 1 ; Uma s u t h a n e t a l . , 2 0 1 1 ; Ba t h i g e e t a l . , 2 0 1 2 ; Wi c k r a ma a r a c h c h i e t a l . , 2 0 1 3 ) f r o m r o c k b r e a m Op l e g n a t h u s f a s c i a t u s o n e o f t h e i mp o r t a n t f i s h s p e c i e s i n K o r e a n a q u a c u l t u r e i n d u s t r y , b u t n e i t h e r MHC c l a s s I n o r b 2 m t r a n s c r i p t s h a v e b e e n c h a r a c t e r i z e d i n d e t a i l . S i n c e , MHC c l a s s I mo l e c u l e s a r e h i g h l y p o l y mo r p h i c , i t i s i mp o r t a n t t o c h a r a c t e r i z e t h e s e mo l e c u l e t r a n s c r i p t s t o e x p a n d t h e k n o wl e d g e o f g e n e t i c d i v e r g e n c e o f t h o s e mo l e c u l e s a n d t o u n d e r s t a n d r e g u l a t i o n a n d f u n c t i o n o f MHC c l a s s I mo l e c u l e s ( I a o r I b ) , a n d t h e r e b y t o u n d e rs t a n d t h e i n n a t e a n d a d a p t i v e i mmu n e s y s t e m i n t e r a ct i o n s o f t h e h o s t a g a i n s t v a r i e t y o f i n f e c t i o u s p a t h o g e n s .
T h e r e f o r e , i n t h e p r e s e n t s t u d y , r o c k b r e a m MHC c l a s s I a n d b 2 m h o mo l o g u e p a r t i a l s e q u e n c e s we r e i d e n t i f i e d b y t h e s c r e e n i n g o f a p r e v i o u s l y c o n s t r u c t e d r o c k b r e a m GS -F L X t r a n s c r i p t o me d a t a b a s e ( Wh a n g e t a l . , 2 0 1 1 ) . F u l l l e n g t h r o c k b r e a m MHC c l a s s I a n d b 2 m c DNA we r e o b t a i n e d a n d wa s a p p l i e d t o f u l l -l e n g t h c DNA mo l e c u l a r c h a r a c t e r i z a t i o n f o r t h e f i r s t t i me t o f i n d a n y s i g n i f i c a n c e o f t h e s e g e n e s c o mp a r e d t o a l r e a d y i d e n t i f i e d a n d c h a r a c t e r i z e d g e n e s . F o r b o t h Rb MHC c l a s s I a n d Rb b2 m, p h y l o g e n e t i c , c o mp a r a t i v e s e q u e n c e a n a l y s i s a n d t h r e e -d i me n s i o n a l ( 3 -D) h o mo lo g y mo d e l i n g we r e p e r f o r me d t o f i n d o u t e v o l u t i o n a r y r e l a t i o n s h i p , r e l a t i v e c o n s e r v a t i o n a n d t o e l u c i d a t e s t r u c t u r e -f u n c t i o n r e l a t i o n s h i p o f t h e s e mo l e c u l e s . A d d i t i o n a l l y , r o c k b r e a m MHC c l a s s I a 1 d o ma i n wa s s e q u e n c e d f r o m s e v e r a l i n d i v i d u a l s a n d s e q u e n c e v a r i at i o n s o f a 1 d o ma i n a n d t i s s u e e x p r e s s i o n s we r e i n v e s t i g a t e d . 
Ma t e r i a l s a n d Me t h o d s

m CGGCT T CC A CCCGCC A GA A A T C A CC A T
MHC1 I n t e r n a l s e q u e n c i n g F 1 A CCT GT GA A GT GA A CC A CCCT Rb -MHCI s e q -F 1 MHC1 I n t e r n a l s e q u e n c i n g F 2 A GT T GA T CCC A C A GCC A A T G Rb -MHCI s e q -F 2 MHC1 I n t e r n a l s e q u e n c i n g F 3 CGA CCT T T CT A T GA A CGGA GA Rb -MHCI s e q -F 3 MHC1 I n t e r n a l s e q u e n c i n g F 4 CT GA CT GCA A A GGA CGGA GT Rb -MHCI s e q -F 4 MHCI a 1 a n d a 2 a mp l i f i c a t i o n CCT T GT CC A A A CCT GT CGA A Rb -MHC I g -F MHCI a 1 a n d a 2 a mp l i f i c a t i o n CCGT T CCT T T T GA T CCGT A G Rb -MHC I g -R
R T -P CR a mp l i f i c a t i o n A GA T T A CT GGGA A A A A GGCA C A Rb -MHCI -F 1 R T -P CR a mp l i f i c a t i o n T C A T T CGT T T C A T C A GGA T GT C Rb -MHCI -R1
R T -P CR a mp l i f i c a t i o n GA CGT GT T T GGT C A GGT GA T A A Rb -b 2 m-F 1 R T -P CR a mp l i f i c a t i o n T GCT C A A GA A T GGA A A GGA A A T Rb -b 2 m-R1
R T -P CR a mp l i f i c a t i o n C A GGGA GA A GA T GA CCC A GA Rb -A c t -F 1 R T -P CR a mp l i f i c a t i o n C A T A GA T GGGCA CT GT GT GG Rb -A c t -R1 t i v e l y a mp l i f y a g e n e s p e c i f i c c DNA . T h e p r e d i c t e d p a rt i a l o p e n r e a d i n g f r a me s ( ORF ) o f MHC c l a s s I a n d b 2 m c DNA s e q u e n c e f r a g me n t s f r o m a r o c k b r e a m c DNA s h o t g u n s e q u e n c e t r a n s c r i p t o me d a t a b a s e wh i c h wa s p r e v i o u s l y o b t a i n e d b y Wh a n g e t a l . ( 2 0 1 1 ) wa s u s e d t o d e s i g n g e n e s p e c i f i c p r i me r s f o r 3 ' RA CE a n d 5 ' RA CE ( T a b l e 1 ) . Du e t o t h e h i g h v a r i a b i l i t y i n o v e r l a p p i n g r e g i o n s ( 5 ' RA CE a n d 3 ' RA CE f r a g me n t s ) , mi s ma t c hi n g n u c l e o t i d e r e s i d u e s we r e f o r me d d u r i n g s e q u e n c i n g . T o c o n f i r m t h e c o r r e c t Rb MHC c l a s s I a n d Rb b2 m c DNA s e q u e n c e s , a n a d d i t i o n a l p a i r o f p r i me r s wa s d e s i g n e d f r o m t h e 5 ' UT R a n d 3 ' UT R r e g i o n s t o a mp l i f y n e a r l y t h e e n t i r e c DNA s e q u e n c e s e n c o d i n g MHC c l a s s I a n d b 2 m s e p a r a t e l y . T h e r e s u l t e d p r o d u c t s we r e g e l p u r i f i e d a n d c l o n e d i n t o p GEM 
Mo l e c u l a r c h a r a c t e r i z a t i o n o f Rb MHC c l a s s I a n d Rb b2 m
T h e p r e d i c t e d ORF a n d a mi n o a c i d ( a a ) s e q u e n c e s we r e d e t e r mi n e d u s i n g NCBI ORF f i n d e r . P r o t e i n s e q u e n c e s s i mi l a r t o Rb MHC c l a s s I a n d Rb b2 m we r e f u r t h e r c o mp a r e d wi t h a a s e q u e n c e s a v a i l a b l e a t NCB I B L A S T P a n d P r o t e i n k n o wl e d g e d a t a b a s e ( Un i P r o t K B ) ( h t t p : / / www . u n i p r o t . o r g / ) . T h e s i g n a l p e p t i d e a n d p u t at i v e c l e a v a g e s i t e wa s p r e d i c t e d t h r o u g h a Si g n a l P wo r l d wi d e P s e r v e r ( h t t p : / / www . c b s . d t u . d k / ) . Ch a r a ct e r i s t i c d o ma i n s a n d mo t i f s r e l a t e d t o b o t h t h e s e q u e n c e s we r e p r e d i c t e d u s i n g P ROS I T E p r o f i l e a n a l ys i s ( Ba i r o c h e t a l . , 1 9 9 7 ) a n d a mo t i f s c a n p r o g r a m ( h t t p : / / my h i t s . i s b -s i b . c h / c g i -b i n / mo t i f _ s c a n ) . P a i r -wi s e a n d mu l t i p l e s e q u e n c e a l i g n me n t s wi t h k n o wn MHC c l a s s I a n d b b 2 m s e q u e n c e s we r e a n a l y z e d u s i n g Cl u s t a l W v e r s i o n 2 . 0 ( T h o mp s o n e t a l . , 1 9 9 4 ) wi t h t h e d e f a u l t p a r a me t e r s s e t t i n g . I n MHC c l a s s I a n d b 2 m o r t h o l o g o u s , b i n d i n g s i t e s , a c t i v e s i t e s , a l p h a -b e t a c h a i n s we r e p r e d i c t e d b a s e d o n t h e mu l t i p l e a l i g n me n t s e q u e n c e a n a l y s i s . Ph y l o g e n e t i c t r e e s we r e c o n - 
E x p e r i me n t a l f i s h a n d t i s s u e e x t r a c t i o n f o r q u a n t i t a t i v e r e a l t i me P CR ( q R T -P CR) T i s s u e d i s t r i b u t i o n a n a l y s i s o f Rb MHC c l a s s I a n d
Rb b2 m t r a n s c r i p t Ro c k b r e a ms we r e o b t a i n e d f r o m l o c a l f a r m a n d we r e r e a r e d a t c u l t u r e f a c i l i t y a t t h e F i s h e r i e s S c i e n c e I n s t i t u t e , Ch o n n a m Na t i o n a l Un i v e r s i t y i n t h e s e a wa t e r t a n k s . F o r q RT -P CR a s s a y f o r t h e t i s s u e d i s t r i b u t i o n a n a l y s i s , 1 0 d i f f e r e n t t i s s u e s i n c l u d i n g g i l l , s p l e e n , k i dn e y , l i v e r , i n t e s t i n e , b r a i n , wh o l e b l o o d , h e a r t a n d s k i n n e y s a mp l e s c o l l e c t e d a t d a y 1 a n d d a y 4 p o s t i n f e c t i o n ( p . i . ) we r e u s e d t o d e t e r mi n e t r a n s c r i p t i o n a l r e g u l a t i o n o f Rb MHC c l a s s I a n d Rb b2 m b y q R T -P CR. a c t i n ( a c c e s s i o n n u mb e r : F J 9 7 5 1 4 5 ) wa s s e l e c t e d a s a n i n t e r n a l r e f e r e n c e g e n e ( h o u s e k e e p i n g g e n e ) , a n d i t wa s a mp l i f i e d u s i n g t h e g e n e s p e c i f i c p r i me r s r b A c t i n -F 1 a n d r b Ac t i n -R1 ( T a b l e 1 ) . P r i me r p a i r s S t a t i s t i c a l a n a l y s i s St a t i s t i c a l a n a l y s i s wa s p e r f o r me d u s i n g SPSS 1 9 . 0 s o f t wa r e ( Ca r y ) . On e -wa y a n a l y s i s o f v a r i a n c e ( A NOV A ) wa s p e r f o r me d t o c o mp a r e g e n e e x p r e s s i o n a mo n g d i f f e r e n t t i s s u e s , a n d me a n v a l u e s we r e c o mp a r e d b y Du n c a n ' s mu l t i p l e Ra n g e t e s t . I n d e p e n d e n t s a mp l e s t -t e s t wa s p e r f o r me d t o c o mp a r e t h e s t a t i s t i c a l s i g n i f i c a n c e b e t we e n c o n t r o l a n d e x p e r i me n t a l l y i n f e c t e d f i s h g e n e e x p r e s s i o n . Di f f e r e n c e s we r e c o n -s i d e r e d t o b e s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t a t p < 0 . 0 5 . A l l d a t a r e p r e s e n t e d me a n s ± s t a n d a r d e r r o r . 
An a l y s i s o f Rb MHC c l a s s I t r a n s c r i p t i o n a l r e s p o n s e a g a i n s t me g a l o c y t i v i r u s
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Re s u l t s
Mo l e c u l a r c h a r a c t e r i z a t i o n o f Rb MHC c l a s s I a a n d
F u l l -l e n g t h Rb b2 m c DNA c h a r a c t e r i z a t i o n
T h e f u l l -l e n g t h c DNA ( 1 , 3 3 9 b p ) o f Rb b2 m e n c o d e d 1 5 1 b p l e n g t h 5 ' UT R, 3 5 4 b p c o d i n g r e g i o n e n c o d i n g 1 1 8 a a , T AA s t o p c o d o n a n d a 8 3 1 b p l e n g t h 3 ' UT R, i n c l u d i n g a P o l y ( A ) t a i l ( 3 1 b p ) . T h e p r e d i c t e d mo l e c ul a r ma s s a n d i s o e l e c t r i c p o i n t o f Rb b 2 m we r e 1 1 . 0 k D a n d 7 . 9 9 , r e s p e c t i v e l y . 
S e q u e n c e c o mp a r i s o n s Se q u e n c e v a r i a t i o n a n d c o mp a r a t i v e a n a l y s i s o f Rb MHC c l a s s I a
T h e Rb MHC c l a s s I a a a i d e n t i t y a n d s i mi l a r i t y p e rc e n t a g e s wi t h k n o wn MHC c l a s s I s e q u e n c e s o f s e v e r a l f i s h a n d h u ma n a r e s h o wn i n T a b l e 2 . T h e r e s u l t s y i e l d e d t h e v a r i a t i o n o f 2 5 . 0 %-4 7 . 8 % i d e n t i t y , 4 2 . 0 %-6 2 . 5 % s i mi l a r i t y a n d g a p p e r c e n t a g e o f 1 1 . 1 -3 9 . 2 c o mp a r e d wi t h o t h e r MHC c l a s s I a a s e q u e n c e s a v a i l a b l e i n NCBI . Rb MHC c l a s s I a s h o ws g r e a t e r i d e n t i t i e s t o A t l a n t i c s a l mo n S a l mo s a l a r MHC c l a s s I a n t i g e n ; S a s a -Z AA* 0 2 0 1 ( 4 7 . 8 %) ( Ge n b a n k a c c e s s i o n A CX 3 5 5 9 6 ) , c r u c i a n c a r p ( Ca r a s s i u s a u r a t u s l a n g s d o r f i i ) MHC c l a s s I a n t i g e n ; c a a u -Z E -S 3 n 0 1 ( 4 6 . 1 %) ( Ge n b a n k a c c e s s i o n B AK 5 7 3 6 7 ) , a n d z e b r a f i s h ( Da n i o r e r i o ) MHC c l a s s I a n t i g e n ; d a r e -Z E* 0 1 0 1 ( 4 6 . 0 %) ( Ge n b a n k a c c e s s i o n C A D1 2 7 8 9 ) , s h o wi n g h i g h s i mi l a r i t i e s o f 6 1 . 8 %, 6 2 . 5 %, a n d 6 0 . 6 % a n d g a p p e r c e n t a g e s o f 1 7 . 1 %, 1 2 . 4 %, a n d 1 3 . 1 %, r e s p e c t i v e l y .
Rb MHC c l a s s I a wa s a l i g n e d wi t h k n o wn MHC c l a s s I s e q u e n c e s o f d i f f e r e n t l i n e a g e s , i n c l u d i n g Z / Z E , U a n d L , b y Cl u s t a l W mu l t i p l e s e q u e n c e a n a l y s i s ( F i g . o n n u mb e r A l l e l e / g e n e S p e c i e s Co mmo n n a me 3 4 8 1 7 . 1 6 1 . 8 4 7 . 8 A CX 3 5 5 9 6 S a s a -Z A A * 0 2 0 1 S a l mo s a l a r A t l a n t i c s a l mo n 3 7 7 1 2 . 4 6 2 . 5 4 6 . 1 B A K 5 7 3 6 7 c a a u -Z E -S 3 n 0 1 Ca r a s s i u s a u r a t u s l a n g s d o r f i i Cr u c i a n c a r p 3 8 7 1 3 . 1 6 0 . 6 4 6 . 0 C A D1 2 7 8 9 d a r e -Z E * 0 1 0 1 Da n i o r e r i o Z e b r a f i s h 3 9 2 1 7 . 5 6 1 . 5 4 5 . 6 C A D1 2 7 9 0 d a r e -Z E * 0 2 0 1 Da n i o r e r i o Z e b r a f i s h 3 6 4 1 3 . 7 6 2 . 4 4 5 . 3 A CX 3 5 6 1 8 S a s a -Z C A * 0 1 0 1 S a l mo s a l a r A t l a n t i c s a l mo n 3 4 5 2 2 . 2 5 8 . 0 4 4 . 8 B A D1 3 3 6 6 P a r a l i c h t h y s o l i v a c e u s J a p a n e s e f l o u n d e r 3 3 6 2 0 . 9 5 7 . 9 4 4 . 5 A A Z 7 6 7 3 0 S a s a -Z E * 0 1 0 1 S a l mo s a l a r A t l a n t i c s a l mo n 3 4 6 2 0 . 2 5 7 . 9 4 4 . 3 A CX 3 5 6 1 3 S a s a -Z B A * 0 1 0 1 S a l mo s a l a r A t l a n t i c s a l mo n 3 9 4 1 1 . 1 6 0 . 5 4 4 . m, J a p a n e s e a mb e r j a c k ( S e r i o l a q u i n q u e r a d ia t a ) a n d o r a n g e -s p o t t e d g r o u p e r s h o we d 6 7 . 8 % i d e n t i t y t o t h e Rb b 2 m a mi n o a c i d s e q u e n c e , wi t h s i mi l a r i t y a n d g a p p e r c e n t a g e s o f 8 2 . 2 , 7 7 . 1 , a n d 7 8 . 8 %, a n d 0 , 0 , a n d 0 . 8 %, r e s p e c t i v e l y ( T a b l e 3 ) . I d e n t i t y , s i mi l a r i t y a n d g a p p e r c e n t a g e s o f Rb b 2 m a n d h u ma n b 2 m we r e 4 0 . 5 , 6 1 . 2 a n d 4 . 1 %, r e s p e c t i v e l y . Mu l t i p l e s e q u e n c e a l i g n me n t o f b2 3 . 4 7 3 . 9 6 1 . 3 A CI 6 6 2 5 2 S a l mo s a l a r A t l a n t i c s a l mo n 1 1 6 3 . 4 7 3 . 1 5 9 . 7 F S 9 9 8 5 5 8 Ca r a s s i u s a u r a t u s l a n g s d o r f i i Gi n b u n a c r u c i a n c a r p 1 1 6 3 . 4 6 8 . 9 5 7 . 1 A A C6 4 9 9 1 I c t a l u r u s p u n c t a t u s Ch a n n e l c a t f i s h 1 1 6 3 . 4 7 3 . 9 5 4 . 6 NP _ 0 0 1 0 9 8 3 0 Or y z i a s l a t i p e s J a p a n e s e me d a k a 1 1 6 8 . 2 7 0 . 5 5 3 . 3 A A W6 5 8 5 0 S a n d e r v i t r e u s . Wa l l e y e 1 1 6 3 . 4 6 8 . 1 5 2 . 9 C A A 1 0 7 6 1 Ga d u s mo r h u a A t l a n t i c c o d 1 1 6 3 . 4 6 9 . 7 5 2 . 1 C A D4 4 9 6 5 L a b e o b a r b u s i n t e r me d i u s B a r b u s i n t e r me d i u s 1 1 6 3 . 4 6 7 . 2 5 2 . 1 F S 9 9 9 0 1 6 Ca r a s s i u s a u r a t u s l a n g s d o r f i i Gi n b u n a c r u c i a n c a r p 1 1 6 8 . 2 6 6 . 4 5 0 . Ho mo s a p i e n s Hu ma n 1 1 9 8 . 9 5 9 . 7 3 9 . 5 NP _ 0 3 3 8 6 5 Mu s mu s c u l u s Ho u s e mo u s e 1 1 9 2 . 5 5 7 . 5 3 8 . 3 A A A 6 4 9 1 5 Ga l l u s g a l l u s Ch i c k e n 1 1 5 9 5 4 . 9 3 6 . 9 A A F 3 7 2 3 0 X e n o p u s l a e v i s A f r i c a n c l a we d f r o g P a i r wi s e i d e n t i t y p e r c e n t a g e wa s c a l c u l a t e d u s i n g E MB OS S a l i g n me n t p r o g r a m ( h t t p : / / www . b i . a c . u k ) , ma i n t a i n i n g d e f a u l t p a r a met e r s . I , i d e n t i t y ; S , s i mi l a r i t y ; G, g a p s ; A A , a mi n o a c i d s . T i s s u e d i s t r i b u t i o n a n d t r a n s c r i p t i o n a l a n a l y s i s o f Rb MHC c l a s s I a a n d b2 m mRNA Rb MHC c l a s s 1 a a n d b2 m e x p r e s s i o n l e v e l s i n d i ff e r e n t t i s s u e s we r e a n a l y z e d b y RT -P CR t o i n v e s t i g a t e wh e t h e r t h e y e x p r e s s i n a l l t h e t i s s u e s . T h e r e s u l t s s h o we d t h a t b o t h g e n e s we r e c o n s t i t u t i v e l y e x p r e s s e d i n a l l t h e t i s s u e s t e s t e d . T h e h i g h e s t mRNA e x p r e ss i o n l e v e l s f o r b o t h g e n e s we r e d e t e c t e d i n wh o l e b l o o d a n d l o we s t e x p r e s s i o n f o r Rb MHC c l a s s 1 a n d b 2 m i n b r a i n a n d k i d n e y , r e s p e c t i v e l y ( F i g . 1 0 ) . I n o r d e r t o f i n d i mmu n e s i g n i f i c a n c e o f Rb MHC c l a s s I a a n d b 2 m a n d f u r t h e r t o p r o v i d e e v i d e n c e t h a t T h e a h e l i x o f a1 a n d a2 d o ma i n i s s h o wn i n y e l l o w a n d c y a n , r e s p e c t i v e l y . b-s t r a n d s b e l o n g i n g t o t h e a1 a n d a2 d o ma i n a r e s h o wn g r e e n a n d ma g e n t a , r e s p e c t i v e l y . 
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